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Diplomsko delo obravnava vpliv neonikotinoidnih pesticidov na hitrost rasti bakterijske 
združbe v morski vodi v Piranskem zalivu. V porečju rek, ki se izlivajo v Piranski zaliv, 
najdemo večje kmetijske površine. Fitofarmacevtska sredstva, ki se uporabljajo na teh 
površinah, se lahko spirajo v reke in transportirajo v morje, kjer lahko vplivajo na 
ekosistem. V diplomskem delu smo poskušali ugotoviti prisotnost neonikotinoidnih 
pesticidov v Jernejevem kanalu, ki se izliva v Piranski zaliv. V nadaljevanju smo z 
laboratorijskim poskusom testirali vpliv dveh neonikotinoidnih pesticidov na hitrost rasti 
bakterijske združbe v morski vodi. Uporabili smo pesticidne mešanice z aktivnima 
spojinama imidaklopridom in tiametoksamom. Po inokulaciji pesticidov v morsko vodo z 
naravno populacijo mikroorganizmov smo vzorce inkubirali 121 dni pri temperaturi 14,0 
oC – v temi in na svetlobi. Potek eksperimenta smo spremljali z merjenjem hitrosti rasti 
bakterij, pri čemer smo uporabili metodo vgrajevanja radioaktivno označenega levcina 
(3H-Leu) v novonastale beljakovine v matičnih in hčerinskih celicah, ter merjenjem 
koncentracij aktivnih spojin pesticidnih mešanic. Koncentracije aktivnih spojin so se 
nižale zelo počasi – po 121 dneh eksperimenta je v primerjavi z začetno vrednostjo 
koncentracija imidakloprida na svetlobi padla za 15 %, medtem ko se je koncentracija 
tiametoksama na svetlobi zmanjšala za 35 %. Bakterijska produkcija je bila v steklenicah 
z dodanima aktivnima spojinama v primerjavi s kontrolo povišana skozi večji del 
eksperimenta, opažena pa je bila tudi spremenjena dinamika v prisotnosti pesticidnih 
mešanic.  




This work addresses the effects of neonicotinoid pesticides on the growth rate of marine 
bacterial communities, collected in the Gulf of Piran. Large agricultural areas can be 
found in basins of rivers that flow into the Bay of Piran. Pesticides and other agricultural 
chemicals that are used on these areas leach into nearby rivers and reach the Gulf, and 
may have an impact on coastal ecosystems. In this work we tried to determine the 
presence of neonicotinoid pesticides in Jernej channel, one of the rivers that flow into 
the Bay of Piran. Later we tested the impact of two neonicotinoid pesticides on the growth 
rate of marine bacterial communities in an indoor experiment. Two different pesticide 
mixtures were used with active ingredients imidacloprid and thiamethoxam. After 
inoculating seawater samples containing natural population of microorganisms with 
pesticide mixtures, the samples were incubated for 121 days at 14 oC in the dark and 
light conditions. The experiment was monitored by measuring the growth rate of bacteria 
with the radiolabelled leucine (3H-Leu) method and measuring the concentrations of the 
active compounds of pesticide mixtures. Very slow decline of pesticide concentration 
was observed. After 121 concentration of imidacloprid in the light decreased for 15 % 
while the concentration of thiamethoxam in the light decreased by 35 %. Bacterial growth 
rate in bottles with added pesticide mixtures was found to be higher comparing with the 
controls, the seawater treatment without of pesticide through the experiment. A changed 
growth rate dynamics was also observed.  
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a. i. – aktivna spojina (active ingridient) 
BCP – bakterijska produkcija – hitrost rasti bakterijske populacije (angl. Bacterial Carbon 
Production) 
CAS # – enoznačni številčni identifikator kemijskih elementov, spojin, polimerov in drugih 
snovi 
DAD – detektor z diodno matriko (angl. Diode Array Detector) 
Dpm – merilo intenzitete radioaktivnega sevanja, ki predstavlja število razpadov na 
minuto (angl. Disintegration Per Minute) 
DT50 – merilo hitrosti razgradnje spojine – čas, pri katerem se razgradi 50 % spojine 
EEC – pričakovana okoljska koncentracija (angl. Expected Environmental 
Concentration) 
FFS – fitofarmacevtska sredstva – snovi, ki se uporabljajo pri zaščiti rastlin pred 
škodljivimi organizmi 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. High-Performance Liquid 
Chromatography) 
IC50 – merilo zaviralne sposobnosti določene spojine na biološko ali biokemijsko funkcijo 
– predstavlja koncentracijo spojine, pri kateri je inhibicija enaka polovici maksimalne 
inhibicije biološke ali biokemijske funkcije 
LOD – meja detekcije oziroma najmanjša koncentracija spojine, ki jo instrument lahko 
razlikuje od slepega vzorca z določeno mejo zaupanja (angl. Limit of Detection) 
PE – populacijska enota – enota za obremenitev vode z onesnaževali, ki ustreza 
onesnaževanju, ki ga povzroči en prebivalec na dan 
Ppm – merska enota za koncentracijo – predstavlja število masnih ali volumskih delov 
določene snovi v milijonu delov zmesi 













Obstajajo trije glavni viri onesnaženja vod: odpadne vode iz industrije, komunalne 
odpadne vode in razpršeni viri, kot je odtok iz kmetijskih površin. Vsi ti viri vnašajo v vodo 
težke kovine, ogljikovodike, pesticide in različne druge organske in anorganske spojine. 
Potoki in reke se v veliki meri izlivajo v jezera, morja in oceane, ki so končni prejemniki 
onesnaževal in za nekatere izmed njih delujejo kot rezervoarji (Walsh G., 1978). 
V kmetijstvu uporabljajo številna sredstva za zatiranje škodljivih živali, rastlin ali 
mikroorganizmov z namenom zmanjšanja škode, ki jih povzročajo na pridelku, in 
posledično zaradi izboljšanja donosa pridelka. Od druge svetovne vojne dalje se število 
in količina uporabljenih pesticidov dramatično povečujeta. Samo v obdobju 1971–1987 
se je v ZDA količina uporabljenih pesticidov povečala za štirikrat. V Evropski uniji se je 
od leta 1990 količina uporabljenih pesticidov enakomerno večala, se stabilizirala v poznih 
devetdesetih, v zadnjih letih pa je zaznati njen počasen upad (Åkerblom N., 2004; Malev 
O., 2012). Tudi v Sloveniji se poraba fitofarmacevtskih sredstev (FFS) zadnjih dvajset let 
zmanjšuje. V obdobju 1992–2010 se je prodaja vseh FFS-jev zmanjšala za 14 %, 
medtem ko se je prodaja insekticidov zmanjšala za 82 %. Eden izmed razlogov za 
znižanje količine prodanih FFS-jev je krčenje obdelovalnih površin. Če opazujemo 
porabo FFS-jev na enoto površine kmetijskih zemljišč, je ta v obdobju 2000–2010 ostala 
dokaj konstantna in se giblje okoli 6 a. i. kg/hektar (ARSO, 2012). 
Za razliko od mnogih drugih umetnih onesnaževal v okolju so pesticidi namensko 
sproščeni v okolje. Narejeni so tako, da so škodljivi točno določenim organizmom ali 
skupini organizmov, njihove toksične lastnosti pa so ključne za njihovo predvideno 
funkcijo. Vendar pa zaradi njihove strupenosti obstaja možnost, da prizadenejo tudi 
netarčne organizme, in to tako na mestu nanosa kot v oddaljenih področjih, kamor se te 
spojine prenašajo. Kemikalije iz kmetijskih dejavnosti vstopajo v vodna okolja z 
atmosfersko depozicijo, površinskim odtokom ali pa spronicanjem skozi prst. Pesticidi so 
bili najdeni v vodnih okoljih po vsem svetu, vendar je znanje o njihovem vplivu na vodne 
organizme pomanjkljivo. Znano je, da večina pesticidov najde pot v vodna okolja, kjer se 
lahko akumulirajo in predstavljajo grožnjo za vodne organizme (Åkerblom N., 2004; 
DeLorenzo M. in sod., 2001). 
Mikroorganizmi opravljajo več pomembnih funkcij v morskih ekosistemih. Sodelujejo pri 
ogljikovem ciklu – nekateri fiksirajo ogljik v organske molekule, drugi mineralizirajo 
organske molekule v ogljikov dioksid in vodo. Sodelujejo pri dušikovem ciklu ter s tem 
omogočajo pretok dušika skozi morsko okolje. Od njihove aktivnosti so odvisni 
biokemični cikli žvepla, fosforja, železa in drugih elementov. Zaradi vsesplošne 
prisotnosti in zmožnosti hitre rasti so zaslužni za velik del sinteze organske snovi v 
vodnih ekosistemih. Mikroorganizmi razgrajajo veliko različnih snovi, kot so lignin, 
celuloza, hitin, pektin, ogljikovodiki, fenoli in druge organske spojine. Transformacija in 
mobilizacija težkih kovin, razgradnja pesticidov, herbicidov in drugih umetnih spojin je na 
koncu odvisna od mikroorganizmov. Zaradi vedno večjega razumevanja vloge teh 
organizmov v okolju so toksični vplivi umetnih spojin na mikrobne populacije postali zelo 




1.1. Izhodišče dela 
Na območju notranjega dela Piranskega zaliva se prepletajo različni ekosistemi, ki 
prehajajo od morskega, braktičnega, sladkovodnega in kopenskega ter podpirajo 
izredno pestrost življenja. V Piranski zaliv se stekajo trije vodotoki, ki s sabo prinašajo 
različna onesnaževala. V zaledju so večje kmetijske površine, iz katerih se v vodotoke 
spirajo hranila in zaščitna sredstva, ki se uporabljajo pri tej dejavnosti. Pričakovati je, da 
delež teh snovi najde pot tudi v sam Piranski zaliv, kjer ima lahko netarčni vpliv na 
številne tam živeče morske organizme. Na skrajnem jugozahodnem delu zaliva je 
Krajinski park Sečoveljske soline. Od južnega dela parka, imenovanega Fontanigge, ga 
deli struga reke Drnice, ki se v Seči izteka v morje. Iz dolgoletnih študij je razvidno, da je 
kljub nizkim pretokom Drnica vir onesnaženja. Rezultati kemičnih analiz v ustju reke 
Drnice kažejo povišane vrednosti nitrata in fosfata, visoke koncentracije indikatorskih 
mikroorganizmov pa potrjujejo fekalno obremenjenost reke. Prekoračene so mejne 
vrednosti dobrega ekološkega stanja. Zaradi dolgotrajnega spiranja s kmetijskih površin 
pa lahko predvidevamo tudi onesnaženost z nevarnimi spojinami, kot so pesticidi, ki se 
težko razgrajujejo in ostajajo v okolju dlje časa.  
1.2. Namen dela 
Namen dela je določiti koncentracije neonikotinoidnih pesticidov v rekah, ki se izlivajo v 
Piranski zaliv. Proučevali bomo vpliv nekaterih pesticidov, ki se pogosto uporabljajo v 





2 TEORETIČNE OSNOVE 
2.1 Opis stanja v Piranskem zalivu 
Slovensko morje je del Tržaškega zaliva v Jadranskem morju. Tržaški zaliv omejuje 
navidezna črta med Gradežom v Italiji in Savudrijo na Hrvaškem. Meri okoli 550 km2, 
njegova povprečna globina je 16 m, pri čemer je najgloblja točka 37 m. Temperature 
vode se gibljejo od 26 °C poleti do 9 °C pozimi. Na oceanografske lastnosti zaliva najbolj 
vplivajo izmenjava vodnih mas iz južnega Jadrana, pritoki rečne vode in meteorološki 
pojavi. Na dinamiko celotnega zaliva najbolj vpliva reka Soča, medtem ko imajo drugi 
vodotoki manjši vpliv na ekologijo notranjih plitkih zalivov. Tržaški zaliv je zaradi 
zaprtosti, plitvosti, skromnih morskih tokov, majhne količine vode, velikega dotoka hranil 
in onesnaževal v primerjavi s srednjim in južnim Jadranom razmeroma močno 
onesnažen ter občutljiv na ekološke spremembe (Turk V. in sod., 2007; Cozzi S. in sod., 
2012; Brancelj Rejec I., 2003).  
Slovensko priobalno morje sestavljata le dva večja zaliva, Koprski in Piranski. Piranski 
zaliv je plitek zaliv s površino 19 km2, kar predstavlja 3,4 % Tržaškega zaliva. Omejen je 
z rtom Madona na severu in Savudrijskim rtom na jugu. V njegovi notranjosti se nahajajo 
Sečoveljske soline, skozi katere se v morje izlivata reki Drnica in Dragonja. Zaradi 
plitkosti na vodo v zalivu močno vplivajo vetrovi, padavinski režim in pritoki rek (Turk V. 




Slika 1: Tržaški zaliv (Google Earth) 
Slika 2: Piranski zaliv s pritoki (Google Earth)  
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2.1.1  Viri onesnaževanja Piranskega zaliva 
V Piranski zaliv se ob Sečoveljskih solinah izliva reka Dragonja, ki velja za najdaljšo reko 
slovenske Istre. Dragonja ima največji pretok v novembru, z visoko vodo od novembra 
do aprila, in najmanjši pretok v juliju, z nizko vodo od maja do septembra. V zgornjem 
toku teče po flišni dolini, v spodnjem toku pa po aluvialnih ravnicah, kjer se je razvilo 
intenzivno kmetijstvo. Drnica je poleg Dragonje drugi pomembni vodotok, ki se izliva v 
Piranski zaliv. Drnica se je sprva izlivala v Dragonjo, po letu 1946 pa so preuredili struge 
obeh rek – Dragonjo se preusmerili po kanalu v morje ob južnozahodnem robu 
Sečoveljskih solin, Drnico pa speljali po stari strugi Dragonje skozi soline (Lovrič A., 
2009; Leban T., 2008). V tabeli 1 so navedene nekatere hidrološke lastnosti obeh rek. 
Na sliki 3 je predstavljena hidrografska mreža vodotokov, ki se izlivajo v Piranski zaliv. 
Tabela 1: Hidrološke lastnosti Dragonje in Drnice (Lovrič A., 2009). 
Reka Dragonja Drnica 
Dolžina vodotoka (km) 27 18 
Letni srednji pretok (m3/s) 1,10 0,30 
Največji izmerjeni pretok (m3/s) 93 23 
Prispevna površina (km2) 101 37 
 
Poleg dveh glavnih virov, Drnice in Dragonje, se v Piranski zaliv izliva tudi en manjši vir 
– Kanal sv. Jerneja. Piranski zaliv z onesnaževali torej obremenjujejo omenjeni  trije 
rečni vnosi (Dragonja, Drnica in Kanal sv. Andreja) in centralna čistilna naprava Piran, 
kjer se zbira komunalna odpadna voda iz Pirana, Portoroža, Lucije, Seče, Fiese in 
Strunjana. Obnovljena je bila leta 2009 ter ima primarno, sekundarno in terciarno 
čiščenje z zmogljivostjo 33.000 populacijskih enot (PE). Odtok očiščene odpadne vode 
je urejen prek dveh podmorskih cevi (dolžine 3600 m in 3450 m) proti sredini Tržaškega 
zaliva. Dnevni pretok efluenta je okoli 10500 m3 (Leban T., 2008; Okolje Piran, 2012). 
Na stanje v Piranskem zalivu vplivajo tudi obremenitve, ki ne nastajajo v obalnem 
območju, temveč prihajajo od drugod iz Tržaškega zaliva, predvsem z vnosi Soče in reke 
Pad. Letno lahko reka Pad v Tržaški zaliv vnese 114.000 ton celokupnega dušika, 
16.000 ton celokupnega fosforja in 80.000 ton pesticidov, vendar ugodni morski tokovi 
večino teh onesnaževal transportirajo južno ob vzhodni obali Italije, torej stran od 




Slika 3: Hidrografska mreža porečij Dragonje, Drnice in Kanala sv. Jerneja  (Geoportal ARSO) 
Na območju Piranskega zaliva se izvaja monitoring fizikalnih, kemijskih in bioloških 
parametrov vode. Na tem območju najdemo tri merilna mesta – na sredini Piranskega 
zaliva (00MA), na ustju reke Dragonje (00DR) in na ustju reke Drnice (00DR). Rezultati 
monitoringa kažejo na povečane vrednosti hranil v obeh rekah. Poleti se okoli avgusta 
zaradi zmanjšanega redčenja pojavijo najvišje vrednosti KPK in BPK5. V tem času so 
tudi najvišje vrednosti hranil dušika in fosforja. Vir onesnaževanja s hranili so 
najverjetneje sanitarne odplake zaselkov, ki nimajo urejenega zbiranja in čiščenja 
sanitarnih vod, ter spiranje hranil iz kmetijskih površin v spodnjem ravninskem delu rek 
(Turk V., 2007; Turk V. in Potočnik B., 2001). V tem delu lahko pričakujemo tudi vnos 
različnih FFS-jev, ki se uporabljajo na teh površinah. V Drnico se stekajo tudi tehnološke 
vode iz KIO Šmarje (iz procesov nikljanja in fosfotiranja) in klavnice podjetja Kras, d. d., 
v Sečovljah (organske odplake) (Lovrič A., 2009; MOP, 2005; Leban T., 2008). 
2.1.2 Obremenitve iz kmetijskih površin 
V občini Piran spada kmetijstvo v manj pomembne panoge. Zaradi lažje mehanizacije je 
najintenzivnejše na obalnih ravnicah ter v rečnih dolinah Dragonje in Drnice. Tu najdemo 
večja področja monokultur. Najpomembnejše panoge na tem območju so 
zelenjadarstvo, sadjarstvo, vinogradništvo z vinarstvom in oljkarstvo. S pomikanjem v 
notranjost postaja kmetijstvo ekstenzivnejše narave (slika 5). Na območjih Koštabone, 
Laborja, Briča, Sv. Petra in Krkavč najdemo tudi večje vinogradniške površine. Lovrič 
(2009) navaja za rabo tal v občini Piran naslednje podatke: oljčniki predstavljajo 416 ha 
površin, travniki 390 ha, vinogradi 286 ha, njive in vrtovi 255 ha in sadovnjaki 221 ha. Za 
gnojenje se na tem območju uporabljajo predvsem mineralna gnojila, saj na celotnem 
območju skorajda ni živinoreje. Površine na flišnih prsteh potrebujejo nekoliko 
intenzivnejše dognojevanje zaradi manjše vsebnosti dušika, kalija in fosforja. Kmetijske 
površine obremenjujejo Piranski zaliv predvsem z vnosi hranilnih snovi v morje. Največji 
delež obremenitev prispevajo kmetijske površine v bližini izlivov, kjer je kmetijska 




Podatki o dejanski rabi pesticidov po območjih so redki in nezanesljivi, boljšo oceno 
obremenitev območij s FFS-ji predstavljajo podatki o prodaji pesticidov in rabi tal (MOP, 
2005; ECHo, 2004). Slika 4 predstavlja rabo tal na območju porečij Dragonje, Drnice in 
Jernejevega kanala. Na kmetijskih površinah, prikazanih na sliki 4, lahko pričakujemo 
vsaj neko raven uporabe FFS-jev. Ta se lahko potem spirajo v prst in vstopajo v vodno 
okolje, prehajajo v reko in se transportirajo do Piranskega zaliva. V okviru monitoringa 
reke Dragonje se izvaja tudi merjenje prisotnosti izbranih pesticidov, medtem ko se na 
Drnici in Jernejevem kanalu pesticidi ne merijo. Meritve kažejo na majhno obremenjenost 
reke s pesticidi, saj je večina vrednosti pod mejo detekcije. Vendar pa v analizo ni 
vključenih kar nekaj vrst pesticidov, ki so v široki uporabi. Mejo detekcije je od leta 2006 
presegla samo ena vrednost – avgusta 2006 je bila izmerjena koncentracija pesticida 
diazinon 0,16 µg/l (ARSO, 2013). Precej manj je meritev koncentracij pesticidov v morski 
vodi (Salihoglu I. in sod., 1980).  




Slika 5: Delež rabe zemljišč v prispevnem območju Dragonje in celotnega slovenskega morja (Lovrič A., 
2009) 
2.2 Vpliv pesticidov na bakterije 
Pesticidi se delijo v pesticidne skupine, katere predstavniki imajo skupen in dobro znan 
način delovanja ter podobno kemično strukturo. Insekticidi večinoma motijo živčni 
sistem. Tako, na primer, organofosfatni insekticidi zavirajo delovanje holinesteraze, 
neonikotinoidi vplivajo na delovanje acetilholinskega receptorja, organoklorni insekticidi 
vplivajo na delovanje kloridnega kanala, piretroidi vplivajo na delovanje natrijevega 
kanala itd.(Brown A. E., 2005). Herbicidi imajo več poti delovanja: največ je motilcev 
fotosinteznih sistemov, nekateri delujejo kot motilci različnih encimov (ACCaze, 
ALS/AHAS) ali motijo sintezo aminokislin, proteinov, lipidov, prav tako motijo metabolne 
poti in imajo na splošno vpliv na veliko različnih biokemijskih reakcij, odvisno od skupine 
herbicida (Brook H., 2013). Način delovanja pesticida na bakterijsko vrsto ni nujno isti, 
kot je na tarčno vrsto. Pesticidi lahko pri bakterijah netarčno vplivajo na bakterijsko 
respiracijo, fotosintezo, celično rast, celično delitev, biosintetične reakcije in molekularno 
sestavo po biokemičnih poteh, ki so lahko zelo različne od primarnega delovanja 
pesticida in so slabo raziskane (DeLorenzo M. in sod., 2001).  
Bakterijska raznolikost v okolju je zelo velika – bakterijske vrste se razlikujejo po velikosti, 
morfologiji, metabolizmu, vedenju, hitrosti rasti in številnih drugih lastnostih. Zaradi te 
raznolikosti je tudi občutljivost bakterijskih vrst na pesticide zelo raznolika. Podatki o 
toksičnosti pesticidov na bakterije so zelo omejeni. Največ podatkov o toksičnosti 
pesticidov na mikroorganizme je o toksičnosti na alge, največkrat testirane učinkovine 
pa spadajo pod herbicide. Veliko manj podatkov je o vplivu na bakterije, od dostopnih pa 
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jih je največ za bakterije v prsti. Podatki o vplivu na morske ali vodne bakterije so še 
redkejši. Večina študij, ki obravnavajo interakcije med mikroorganizmi in pesticidi, se 
ukvarja z mikrobno razgradnjo spojin in ne z vplivom pesticida na mikrobno populacijo 
(DeLorenzo M. in sod., 2001). 
Iz pregleda dostopne literature, ki obravnava vpliv pesticidov na vodne mikroorganizme, 
je razvidno, da pesticidi vplivajo na vodne mikroorganizme. Peterson in sod. (1994) so 
proučevali vpliv dveh karbamatnih insekticidov, karbarila in karbofurana, pri pričakovanih 
okoljskih koncentracijah (EEC) na selekcijo desetih vrst cianobakterij in alg. Za karbamat 
(EEC 3,7 mg/l) so bila opažena znižanja hitrosti rasti med 35 % in 86 %, pri devetih od 
desetih vrst je bilo znižanje večje od 50 %, najobčutljivejši pa sta bili cianobakteriji 
Pseudoanabaena in Anabaena inequalis. Karbofuran je imel medtem pri koncentraciji 
0,67 mg/l (EEC) relativno majhno strupenost. Sabater in sod. (2001) so proučevali vpliv 
organofosfornih insekticidov fenitrotiona in piridafentiona na cianobakterije in alge. 
Ugotovljena EC50 (96 h) za zeleni algi Scenedesmus acutus in Scenedesmus 
subspicatus ter cianobakterijo Pseudanabaena galeata se je gibala od 0,84 mg/l do 5,5 
mg/l. Peterson in sod. (1994) so proučevali vpliv petih herbicidov iz triazinske skupine 
(atrazin, cianazin, heksazinon, metribuzin in simazin) pri pričakovanih okoljskih 
koncentracijah na cianobakterije Microcystis aeruginosa, Oscillatoria sp., 
Pseudoanabaena sp., Anabaena inaequalis in Aphanizomenon flos-aquae. Za vse 
kombinacije herbicidov in bakterijskih vrst so ugotovili več kot 50-odstotno znižanje 
hitrosti rasti. Isti raziskovalci so ugotovili, da lahko herbicidi iz skupine sulfonilurea rast 
bakterij celo simulirajo. Nasprotno so Nystrom in sod. (1999) za klorosulfaron in 
metsulforonmetil (oba iz sulfonilurea skupine) ugotovili močno znižanje hitrosti rasti 
cianobakterije Synechococcus leopoliensis pri koncentracijah, ki so manjše od EEC. 
Ugotovili so tudi velike razlike v strupenosti med različnimi vrstami mikroorganizmov, saj 
so se vrednosti EC50 razlikovale za šest velikostnih razredov.  
 
Pesticidi lahko prek posrednikov vplivajo tudi na bakterije, na katere pesticid sam 
neposredno nima vpliva. Takih vplivov ni možno zaznati v laboratorijskih testih z eno 
vrsto organizma, lahko pa jih zaznamo na ravni populacije, združbe ali ekosistema v 
okoljskih raziskavah ali zaprtih sistemih, mikrokozmih. Pesticid lahko vpliva na vedenje 
organizma in nima vpliva na njeno številčnost. Če je tak organizem v plenilskem razmerju 
z drugo vrsto ali je v okolju prisotna njegova konkurenčna vrsta, se bo ta vpliv (zaradi 
sprememb v vedenju organizma – povečane ali zmanjšane občutljivosti na plenjenje ali 
zmanjšanega plenjenja, če je plenilec) prenesel na organizme, s katerimi ima interakcije. 
Če pesticid vpliva na številčnost neke vrste in je ta v plenilskem razmerju, se lahko vpliv 
prenese v višje trofične nivoje (če je organizem plen, tako imenovani bottom-up effect – 
zmanjšana številčnost plena ima za posledico zmanjšano številčnost plenilca) ali nižje 
trofične nivoje (če je organizem plenilec, tako imenovani top-down effect – zmanjšana 
aktivnost plenilca ima za posledico višjo številčnost plena). Nadalje se lahko vpliv razširi 
in spremeni pomembne ekosistemske funkcije, kot so kroženje in dostopnost hranil, 
hitrost razgradnje, dinamika kisika in drugi (Fleeger J. W. in sod., 2003). Take 
kompleksne interakcije posrednih vplivov so zelo raznolike in imajo na nekatere 
ekosisteme najverjetneje večji vpliv kot sami neposredni vplivi (Newman M. C. in 
Clements W. H., 2008). Pesticid lahko prek posrednih vplivov spremeni celotno strukturo 
ekosistema, ki ostane spremenjen dolgo po tem, ko pesticid v vodi ni več prisoten. Tudi 
neobstojni in hitro razgradljivi pesticidi lahko torej v kratkem času delovanja vplivajo na 
strukturo in funkcijo ekosistema še več let (Åkerblom N., 2004). 
 
Delorenzo in sod. (1999a) so proučevali vpliv insekticidov endosulfana in kloropirifosa 
na celotno mikrobno prehrambno mrežo v ekosistemu rečnih ustij. Vplive so proučevali 
pri koncentracijah insekticidov med 1 µg/l in 10 µg/l. Ugotovili so, da je pri vseh 
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koncentracijah endosulfan negativno vplival predvsem na fototrofni del bakterijske 
združbe, torej cianobakterije. Celotna bakterijska produkcija se je zmanjšala, medtem ko 
je heterotrofna bakterijska produkcija ostala nespremenjena. Nekatere cianobakterije, 
kot sta Melosira in Oscillatoria, so po obdelavi z endosulfanom izginile iz združbe. Pri 
obdelavi z kloropirifosom so prav tako ugotovili zmanjšanje fototrofnega dela bakterijske 
združbe, vendar se je celotna bakterijska produkcija povišala. Vplivi kloropirifosa so se 
pojavili šele pri višjih koncentracijah (10 µg/l), zato avtorji komentirajo, da bi se 
bakterijska združba pri EEC (~0,02 µg/l) opomogla, preden bi se lahko vpliv razširil na 
višje trofične nivoje. DeLorenzo in sod. (1999b) so proučevali tudi vpliv herbicida atrazina 
na mikrobno prehrambno mrežo v ekosistemu rečnih ustij. Ugotovili so, da je atrazin v 
koncentracijah od 40 µg/l do 160 µg/l zmanjšal količino klorofila A, fototrofični biovolumen 
v eksperimentu in fototrofno asimilacijo ogljika. Widenfalk in sod (2004) so izpostavili 
naravno mikrobno združbo sedimenta istemu herbicidu. Herbicid je zavrl bakterijsko 
aktivnost in zmanjšal mikrobno biomaso. Odzivi bakterijske združbe pa niso bili 
sorazmerni s koncentracijo pesticida v eksperimentu, kar otežuje določanje vplivov 
nizkih koncentracij pesticida na bakterije. 
Nekatere bakterije so sposobne bioakumulacije določenih pesticidov, s čimer lahko 
povečajo posredne vplive v prehrambnem spletu. Rao in sod. (1987) so pri bakterijah iz 
rodu Anabaena in Aulosira ugotovili hiter prevzem pesticida endosulfana. Pri okoljsko 
relevantnih koncentracijah pesticida (0,1 mg/l) so bakterije v osemštiridesetih urah 
akumulirale pesticid za faktor 700. Pesticid se lahko na tak način prenese na višje 
trofične nivoje ter se obenem biokoncentrira in vpliva na organizme v višjih trofičnih 
nivojih, ti pa lahko prek posrednih vplivov učinkujejo na bakterije. Druge bakterije so 
lahko sposobne razgradnje pesticida, transformacije in zmanjšanja strupenosti, nekatere 
pa jih lahko izrabljajo tudi kot vir hranil (DeLorenzo M. in sod., 2001; Colwell R., 1978).  
Poleg strupenosti aktivne spojine je treba upoštevati tudi dejstvo, da se večina spojin, 
uporabljenih v kmetijstvu, v okolju transformira v različne razgradne produkte. Katera 
razgradna pot bo prevladovala v nekem okolju, je odvisno od fizikalnih, kemijskih in 
bioloških pogojev tega okolja. Čas razgradnje je prav tako odvisen od istih pogojev okolja 
in same strukture spojine, z vrednostmi DT50 (čas, v katerem se razgradi 50 % spojine), 
ki lahko variirajo od enega dne do več let. Nekaterim spojinam se lahko z razgradnjo 
strupenost zniža, medtem ko so v nekaterih primerih razgradne spojine bolj strupene od 
matične spojine. Razgradne poti pesticidov in razgradni produkti so dokaj dobro 
raziskani, veliko manj pa je podatkov o strupenosti teh spojin, še posebej na bakterije 
(Åkerblom N., 2004; DeLorenzo M. in sod., 2001; Belfroid in sod., 1998). 
V kmetijstvu se po navadi uporablja več FFS-jev hkrati ali pa se ta spirajo v isto vodno 
telo, kjer delujejo na vodne organizme. Na splošno v okolju ne najdemo čistih raztopin, 
temveč kompleksne mešanice. Vpliv kompleksnih mešanic je lahko zelo različen od 
samega seštevka vplivov posameznih spojin. Spojine v mešanici lahko na organizem 
delujejo aditivno, sinergistično ali antagonistično. V testih z binarnimi mešanicami 
pesticidov je najpogostejše aditivno delovanje, vendar je način delovanja zelo odvisen 
od samih koncentracij spojin in testiranih organizmov (Åkerblom N., 2004; DeLorenzo M. 
in sod., 2001; Colwell R., 1978; Kungulos A. in sod., 2009).  
Na strupenost pesticida za bakterijsko združbo torej vpliva veliko kemijskih, fizikalnih in 
biotskih dejavnikov. Za čim boljšo oceno vpliva pesticida na bakterijsko združbo 
izbranega ekosistema bi se morali testni pogoji v eksperimentu tako čim bolj približati 
proučevanemu ekosistemu. Zaradi negotovosti o uporabnosti podatkov o strupenosti 
pesticidov in drugih strupenih snovi na eno vrsto za napovedovanje učinkov onesnaževal 
v naravi so se razvile tehnike mikrokozma in mezokozma. V ekotoksikologiji so te danes 
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v široki rabi. Mezokozmi in mikrokozmi so eksperimentalna orodja, ki omogočajo 
simulacijo naravnega okolja v kontroliranih pogojih. S tem povezujejo opazovalne 
terenske študije, ki niso ponovljive, in laboratorijske eksperimente, ki po navadi potekajo 
pod nenaravnimi pogoji. S simulacijo naravnih pogojev se v mezokozmih skuša 
vzpostaviti okolje, ki bo dovoljevalo iste fizikalne, kemijske in biološke odnose med 
biotskimi in abiotskimi komponentami ekosistema ter se bo posledično odzivalo podobno 
kot naravno okolje (DeLorenzo M. in sod., 2001; Newman M. C. in Clements W. H., 
2008).  
 
2.3 Uporabljena pesticidna pripravka 
2.3.1 Neonikotinoidi 
Neonikotinoidi so skupina nevrotoksičnih pesticidov, ki so strukturno in funkcionalno 
podobni nikotinu. Njihova nevrotoksičnost je posledica vezave na nikotinski acetliholin 
receptor (nAChR), kar sproži njegovo aktivnost. Acetilholin je pomemben živčni 
prenašalec v mnogih organizmih, vključno z žuželkami in sesalci. Ta molekula se 
sprošča na sinapsah kot posledica depolarizacije membrane in se potem veže na 
proteinski acetilholin receptor na sinapsi živca, ki odpira/zapira ionske kanale. Ionski 
kanali z zapiranjem in odpiranjem ustvarjajo tok ionov, kar predstavlja živčni impulz. 
Acetilholin je potem razgrajen s strani acetilholinesteraze, kar prekine živčni impulz. 
Obstaja več vrst acetilholinskih receptorjev, eden izmed njih je nAChR, ki ga aktivira 
nikotin. Vezava nikotina na nAChR sproži isto kaskado prenosa živčnega signala kot 
acetilholin. Nikotin in druge spojine, ki simulirajo aktivnost nAChR, so znane kot agonisti 
nAChR. Neonikotinoidni pesticidi spadajo prav v to skupino, saj posnemajo naravo 
nikotina in povzročijo nekontroliran prenos živčnih impulzov, kar vodi v smrt organizma. 
Čeprav najdemo podobne sisteme prenosa signala pri mnogih organizmih, 
neonikotinoidni pesticidi delujejo selektivno in se z največjo afiniteto vežejo na nAChR 
žuželk in z veliko manjšo afiniteto na, na primer, nAChR sesalcev (Yamamoto I., 1999; 
Anatra-Cordone M., 2005). 
V Evropski uniji je bila uporaba neonikotinoidnih pesticidov (imidakloprid, acetamiprid, 
tiakloprid, klotianidin in tiametoksam) odobrena leta 2004, medtem ko je bila v ZDA že 
leta 1995. Klotianidin, tiametoksam in imidakloprid so bili maja 2008 v Sloveniji 
prepovedani za uporabo pri obdelavi semen koruze, oljne ogrščice in sladkorne pese, in 
sicer zaradi negativnih vplivov sredstev na čebele. Avgusta istega leta je Fitosanitarna 
uprava Republike Slovenije umaknila prepoved za obdelavo semen oljne ogrščice. Kljub 
številnim preventivnim ukrepom za zaščito čebelje populacije je v aprilu 2011 prišlo do 
večjega pomora čebel na vzhodu države, za katerega naj bi bili krivi neonikotinoidni 
pesticidi. Fitosanitarna uprava Republike Slovenije se je na te dogodke odzvala s 
prepovedjo uporabe klotianidina, imidakloprida in tiametoksama za tretiranje semen 
(Žabar R., 2012).  
V prvi polovici leta 2013 se je debata o neonikotinoidih in njihovem vplivu na netarčne 
organizme zopet razvnela. V luči zmanjševanja čebeljih populacij in pogostejših pomorov 
čebel v Evropski uniji je Evropska komisija konec leta 2012 naročila izvedbo ocene 
tveganja neonikotinoidnih pesticidov za čebelje kolonije. Preiskavo je izpeljala EFSA 
(European Food Safety Authoritiy), ki je ugotovila velika razhajanja v objavljenih 
raziskavah o vplivih pesticidov na netarčne organizme in predlagala celovitejšo presojo 
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teh tveganj in višjo raven nadzora pri interpretaciji terenskih študij. Raziskovalci EFSA 
ocene tveganja niso mogli zaključiti zaradi velike mere negotovosti, so pa predlagali 
spremembe pri dovoljenih načinih vnašanja pesticidov v okolje z namenom zmanjšanja 
izpostavljenosti čebel pesticidom. Opozorili so tudi na pomanjkanje podatkov in znanja 
o vplivih neonikotinoidnih pesticidov na netarčne organizme (EFSA, 2013). Evropska 
komisija je v odgovor na to poročilo predlagala dvoletno prepoved uporabe 
imidakloprida, tiametoksama in klotianidina na načine, ki bi bili škodljivi za čebele. Marca 
je bil predlog s strani držav članic Evropske unije zavrnjen, po ponovnem glasovanju 
konec aprila pa sprejet (SCIAM, 2013; Guardian, 2013). V znanstveni skupnosti potekajo 
aktivne razprave o vplivu neonikotinoidov na čebele. Znanstveniki si niso enotni v tem, 
kolikšen delež nedavnih pomorov lahko pripišejo delovanju teh pesticidov, saj so med 
ekotoksikološkimi študijami velika razhajanja (Guardian, 2013; Syngenta, 2013a in 
2013b; EFSA, 2013; AGProfessional, 2013). 
V začetku junija 2013 je bilo pri Fitosanitarni upravi Republike Slovenije registriranih več 
pesticidnih pripravkov z neonikotinoidno aktivno snovjo. Imidakloprid je prisoten v dveh 
pesticidnih pripravkih, Confidor 200 SL in Kohinor 200 SL v obliki vodnega koncentrata. 
Registriran način uporabe za ta dva pripravka je foliarno tretiranje. Tiametoksam je 
prisoten v štirih pesticidnih pripravkih v obliki granulata, palčk in vodnega koncentrata. 
Registrirani načini uporabe so foliarno tretiranje, vnašanje v prst z gnojilom in z 
zalivanjem. Tiakloprid je dostopen kot oljna disperzija ali suspenzija in je registriran za 
foliarno tretiranje. Acetamiprid je dostopen kot vodotopni koncentrat, granulat, palčke in 
nerazredčena tekočina ter je registriran za foliarno tretiranje in tretiranje tal (FURS, 
2013). 
Usoda neonikotinoidov v okolju je različna, saj imajo predstavniki skupine različne 
fizikalno-kemijske lastnosti, razgradne poti in zmožnosti biorazgradnje. Vendar pa lahko 
najdemo nekatere skupne lastnosti znotraj skupine. Drożdżyński (2008) je opazoval 
pojavljanje pesticidov v vodnih telesih v Wielkopolski regiji na Poljskem, ki ima zelo 
aktivno kmetijstvo. Od različnih skupin pesticidov (neonikotinoidni, organofosforni in 
karbamatni) je bila v vzorcih najpogostejša (prisotna v štiridesetih od 
devetinsedemdesetih vzorcev) neonikotinoidna skupina (imidakloprid, tiametoksam in 
acetamiprid) z najvišjimi izmerjenimi koncentracijami. Tiametoksam je bil prisoten v 19 
% vzorcev v koncentracijah od 0,013 µg/l do 0,144 µg/l, imidakloprid pa v 3,8 % v 
koncentracijah od 0,005 µg/l do 0,017 µg/l. 
2.3.2 Confidor 200 SL 
Confidor 200 SL je pesticidni pripravek podjetja Bayer CropScience z aktivno spojino 
imidaklopridom. Uporablja se za zatiranje listnih uši (Aphididae) na slivah, hruškah, 
jablanah, okrasnih rastlinah, ščitkarjev (Aleyrodidae) in resarjev (Triphidae) na okrasnih 
rastlinah, paradižniku, paprikah, jajčevcu, breskvah ter hmeljeve uši (Phorodon humuli) 
na slivah in hmelju (Bayer AG, 2012). Sestava pripravka je podana v tabeli 2. 
Tabela 2: Sestava pesticidnega pripravka Confidor 200 SL (Bayer AG, 2012). 
Sestavina CAS # Koncentracija (% W/W) 
Imidakloprid 138261-41-3 17,10 (200 g/L) 
Propilen karbonat 108-32-7 20 
 
Aktivna spojina v zmesi je insekticid imidakloprid. Spojino je tržišču prvo predstavilo 
podjetje Bayer AG leta 1991. Njegova uporaba je strmo naraščala zaradi visoke 
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učinkovitosti, visoke tarčnosti in nizke potrebne koncentracije uporabe, postal pa je eden 
izmed najbolj uporabljenih insekticidov na svetu (Tišler T. in sod., 2009; Yamamoto I., 
1999). Spada v skupino sistemičnih insekticidov in se uporablja pri pripravi semen ali pa 
se vnaša neposredno v tla ali na rastlino. Uporablja se za nadzor žuželk na rastlinah (na 
primer uši, škržatkov, ščitkarjev, resarjev, termitov) in parazitov (na primer bolh) na psih 
in mačkah (Tišler T. in sod., 2009).  
Fizikalno-kemijske lastnosti imidakloprida so prikazane v tabeli 3. 






Molska masa 255,7 g/mol 
Topnost v vodi 0,61 g/l pri 20 °C, konstantna med pH 4 in pH 9 
Porazdelitveni koeficient n-
oktanol/voda 
Pow 3,7; log Pow 0,57 pri 21 °C 
Hitrost hidrolize Stabilen pri pH 7, pri pH9 DT50 približno eno leto 
 
Obstojnost v vodnem okolju 
Podatki o usodi imidakloprida v okolju so nekoliko neskladni. Nekateri avtorji navajajo 
slabo mobilnost v prsti, medtem ko drugi trdijo nasprotno (Tišler T. in sod., 2009). 
Nekateri raziskovalci poročajo o pojavljanju imidakloprida v površinskih vodah iz 
kmetijskih območij, kar nakazuje vsaj delno mobilnost spojine v nekaterih vrstah prsti ter 
sposobnost transporta v površinske in podtalne vode (Anatra-Cordone M., 2005). 
Raziskovalci poročajo o koncentracijah imidakloprida v površinskih vodah od 14 µg/l do 
0,3 mg/l, pri nenamernih izlitjih pa od 1,8 mg/l do 7,3 mg/l (Malev O. in sod., 2012).  
Imidakloprid je pri okoljsko relevantnih vrednostih pH-ja v vodi stabilen na hidrolizo. 
Najpombnejša razgradna pot v vodi je fotoliza (Tišler T. in sod., 2009; Anatra-Cordone 
M, 2005). Raziskovalci poročajo o DT50 imidakloprida okoli štiri ure, in sicer pri sevalnih 
pogojih, podobnih okoljskim (Banasiak U., 2010).   
Podatki o usodi imidakloprida v vodno-usedlinskih sistemih na prostem so prav tako 
neskladni. Nekateri raziskovalci poročajo o hitrem transportu spojine v sediment (Tišler 
T. in sod., 2009), drugi pa o hitri razgradnji v vodnem stolpcu, torej brez transporta 
matične spojine v sediment (Banasiak U., 2010). Podatki o razgradnji spojine so 
spremenljivi z vrednostmi DT50 1–162 dni. Mineralizacija spojine poteka počasi, v 
povprečju namreč mineralizira po treh mesecih 1–2 % spojine. (Banasiak U., 2010; Tišler 
T. in sod., 2009; Anatra-Cordone M, 2005). Obstojnost spojine v vodnem okolju je zelo 
odvisna od okoljskih dejavnikov, kot so izpostavljenost svetlobi, temperatura, vrsta 





Delovanje na bakterije 
Podatki o delovanju imidakloprida na morske bakterije so pomanjkljivi, še najdostopnejši 
so podatki o standardiziranem testu Lumistox z morsko bakterijo Vibrio fischeri (Tišler T. 
in sod., 2009). Tišler in sod. (2009) navajajo IC50 61,9 mg/l za imidakloprid analitske 
kakovosti in 0,028 % v/v za pesticidno mešanico Confidor SL 200 za test z Vibrio fischeri 
s tridesetminutno izpostavljenostjo spojini. Strupenosti aktivne spojine analitske 
kakovosti in pesticidnega pripravka sta bili primerljivi, poleg tega je bila strupenost topil 
v pesticidnem pripravku zanemarljiva, zato avtorji navajajo, da lahko strupenost 
pesticidnega pripravka na Vibrio fischeri pripišemo aktivni spojini imidaklopridu. 
Kungulos in sod. (2009) so z enakim testom na morsko bakterijo Vibrio fischeri s 
tridesetminutno izpostavljenostjo pripravku Confidor SL 200 izmerili nekoliko višjo 
vrednost IC50, in sicer 226 a. i. mg/l. 
Roberts in sod. (1999) navajajo DT50 30–162 dni za mikrobno razgradnjo imidakloprida 
v vodno-usedlinskih sistemih, in to z glavnim nastalim metabolitom imidaklopridom-
gvanidinom. 
Anhalt in sod. (2007) so dokazali sposobnost komateboliziranja imidakloprida s strani 
bakterij v prsti. Izolat bakterij v gojišču TSB je bil sposoben razgradnje 64 % 
imidakloprida v sedmih dneh. Z metodama LC-MS in HPLC-RC je bilo v vzorcih po 
sedmih dneh najdenih šest metabolitov, od katerih sta bila karakterizirana dva, 
imidakloprid-urea in imidakloprid-gvanidin. Analize 16S rRNA so pokazale, da je 
izolirana bakterija najverjetneje rodu Leifonia. Ta sev ni bil zmožen uporabljati 
imidakloprida kot edinega vira ogljika, populacija ob prisotonosti imidakloprida ni 
pospešeno rastla, testiranje z radioaktivno označenim imidaklopridom pa ni pokazalo 
nastajanja 14CO2, zato avtorji predvidevajo, da imidakloprid ne vstopa v metabolne poti 
bakterij, temveč se kometabolizira. 
Zmožnost bakterijske razgradnje imidakloprida so pokazali tudi Dai in sod. (2010). 
Bakterija Stenotrophomonas maltophilia je na LB-gojišču v oseminštiridesetih urah 
metabolizirala 36,2 % imidakloprida. Razgradnja je potekla z reakcijo hidroksilacije 
imidakloprida, metabolita pa sta bila 5-hidroksi-imidakloprid (~95 %) in olefin-
imidakloprid (~5 %). 5-hidroksi-imidakloprid ima okoli desetkrat manjšo strupenost od 
imidakloprida, vendar je možna nadaljnja biotransformacija te spojine do olefin-
imidakloprida, katerega strupenost pa je desetkrat večja od matične spojine. Ta 
razgradna pot bi lahko pojasnila tudi dolgotrajno aktivnost insekticida. 
Pandey in sod. (2009) so proučevali sposobnost bakterijske razgradnje imidakloprida. 
Bakterijsko populacijo so izolirali iz okolja, kjer je bil prisoten imidakloprid, in jo gojili na 
hranilnem agarju z dodanima 50 ppm imidaklopridom in 10 mM glukozo. Razgradnje so 
bili sposobni trije sevi, vsi iz rodu Pseudomonas. V štirinajstih dneh se bili sposobni 
razgradnje ~70 % spojine. Razgradni produkt je bila spojina s podobnimi nevrotoksičnimi 
lastnostmi kot matična spojina, vendar brez specifičnega delovanja na žuželke. Avtor 
komentira svoje rezultate in rezultate prejšnjih študij bakterijske razgradnje 
neonikotinoidov tako, da zaradi dokaj nedavne prestavitve teh spojin v okolje nobena 
bakterija še ni razvila sistema za mineralizacijo teh spojin. 
2.3.3 Cruiser OSR 
Cruiser OSR je neonikotinoidni insekticid in fungicid s širokim spektrom delovanja. 
Namenjen je za obdelavo semen oljne ogrščice, krmne ogrščice in gorčice. Pesticidna 
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mešanica vsebuje več aktivnih sestavin, opisanih v tabeli 4. Tiametoksam je neonikotidni 
pesticid in ščiti rastlino pred hrošči lepenci (Phyllotreta in Psylliodes spp.) in sivo 
breskovo ušjo (Myzus persicae), ki je vektor rumenega mozaičnega virusa repe. M-
metalaksil in fludioksonil sta fungicida, ki delujeta proti kapusni plesni (Peronospora 
parasitica), suhi trohnobi stebla ogrščice (Phoma lingham) ter glivam iz rodu Alternaria 
in Pythium (Syngenta, 2012). 
Tabela 4: Sestava pesticidnega pripravka Cruiser OSR (Syngenta, 2012) 
Sestavina CAS # Koncentracija (%W/W) 
Tiametoksam 153719-23-4 24,5 (280 g/l) 
M-metalaksil 70630-17-0 2,9 (33,3 g/l) 
Fludioksonil 131341-86-1 0,7 (8 g/l) 
 
M-metalaksil je sistemični fungicid s širokim območjem delovanja. Je stabilna spojina, 
odporna na široko območje pH-ja, temperature in svetlobe, ter zato v veliki rabi v 
kmetijstvu. Glavni način delovanja M-metalaksila je zmanjšanje aktivnosti RNA 
polimeraze 1 in s tem blokiranje sinteze rRNA (Kungulos A. in sod., 2009; Sukul P. in 
Spiteller M., 2000). Spojina se na nekaterih vrstah prsti dobro spira in ima potencial, da 
doseže podzemne vode. Je biorazgradljiv v prsti z razpolovno dobo 6–70 dni, odvisno 
od vrste prsti (Sukul P. in Spiteller M., 2000). Biorazgradnja poteka tudi v vodnem 
stolpcu. Massoud in sod. (1999) so ugotovili popolno razgradnjo spojine v 
osemindvajsetih dneh v vodnem mediju z izolatom Pseudomonas sp. in nekoliko 
počasnejše razgradnje z izolati Aspergillus niger, Cladosporium herbarum in 
Penicilluim sp.. Kungolos in sod. (2009) navajajo vrednost IC50 0,88 mg/l s testom 
Lumistox na Vibrio fischeri s tridesetminutno izpostavljenosti spojini. 
Fludioksonil je nesistemični fungicid, fenilpirolni derivat antibiotika, ki ga proizvaja 
bakterija Pseudomonas sp. Njegov način delovanja je motenje prenosa signala na 
mitogen-aktiviranemu proteinu kaskade histidin-kinazne signalne poti visoke 
osmolarnosti. Ta signalna pot regulira biosintezo glicerola za vzdrževanje osmotskega 
tlaka, fludioksonil pa inducira akumulacijo intercelularnega glicerola, kar zavre rast celic 
(Randall M. in Sutton C., 2011). Podatki o vplivu fludioksanila na bakterije so 
pomanjkljivi, vendar spojina pri glivah zavre izražanje nekaterih genov dvokomponentnih 
signalnih sistemov, ki so sorodni bakterijskim, kar predstavlja možnost netarčnega vpliva 
spojine na bakterije (Yang C. in sod., 2011). 
Tiametoksam je glavna aktivna spojina v pesticidnem pripravku. Spada med 
neonikotinoidne pesticide druge generacije in ima širok spekter delovanja. Registriran je 
za uporabo na zelenjavi, sadju, krompirju, rižu, bombažu, tobaku, soji, fižolu, sladkorni 
pesi, žitaricah, sončnicah, agrumih itd. Nanaša se lahko neposredno na rastline, v 
namakalne sisteme, v prst ali v debla dreves, lahko pa se uporabi tudi pri obdelavi semen 
(European Parliament and Council, 2009). 
 











Molska masa 291,71 g/mol 
Topnost v vodi 4,1 g/l 
Porazdelitveni koeficient n-
oktanol/voda 
Pow 0,74; log Pow -0,13 
Hitrost hidrolize DT50 600–1114 dni (pH 7, 20 °C) 
 
Obstojnost v vodnem okolju 
Tiametoksam se slabo veže na prst in je dobro topen v vodi (porazdelitveni koeficient n-
oktanol/voda je 0,74), zato ima velik potencial za transport v površinske in podzemne 
vode (NRA, 2011; Gupta S. in sod., 2008).  
Hidroliza tiametoksama poteka pri nevtralnih vrednostih pH-ja zelo počasi (DT50 600–
1114 dni), pri višjih vrednostih pH-ja pa je hitrejša (pH 8: DT50 43 dni) (European 
Parliment and Council, 2009; Liqing Z., 2009). Fotoliza spojine je hitrejši proces z 
vrednostmi DT50 okoli 2 dni s simulirano dnevno svetlobo (NRA, 2001). Vendar pa je 
fotoliza omejena z globino vode, saj se svetloba primerna valovne dolžine za razgradnjo 
tiametoksama (250-255 nm) hitro absorbira v vodnem stolpcu (NRA, 2001; Pena A., 
2011). Usoda tiametoksama v vodi je kombinacija fotolize in biološke razgradnje, ki 
poteka večinoma v sedimentu, kamor se spojina dokaj hitro transportira iz vodnega 
stolpca (European Parliament and Council, 2009).  
Delovanje na bakterije 
Podatki o delovanju tiametoksama na bakterije so pomanjkljivi. Šojič in sod. so opazovali 
strupenost razgradnih produktov tiametoksama za Vibrio fischeri, vendar niso navedli 
uporabljenih koncentracij. Pri testirani koncentraciji tiametoksam ni deloval inhibinatorno, 
medtem ko so njegovi razgradni produkti inducirali 20–80-odstotno inhibicijo 
bioluminiscence. Pri ESW Consulting Wruss (2013) so testirali strupenost tiametoksama 
za Vibrio fischeri pri koncentraciji 12,5 µg/l in niso zaznali zaviranja bioluminiscence. 
Filho in sod. (2001) so preverjali vpliv pesticidnega pripravka Actara 250 WG, ki vsebuje 
250 g/kg tiametoksama na gram-pozitivno bakterijo Bacillus thuringiensis. Pripravek so 
dodali gojišču iz hranljivega agarja, ga inokulirali z bakterijo in inkubirali oseminštirideset 
ur, vpliv spojine pa so preverjali s štetjem kolonij (CFU). Na plošče premera 9 cm so 
nanesli dve koncentraciji pripravka, 2,03 mg in 0,13 mg, kar ustreza priporočeni 
koncentraciji proizvajalca za nanos na obdelovalne površine (med 100 g/ha in 800 g/ha). 
Ugotovili so, da pesticidni pripravek ni imel vpliva na rast bakterije, saj se gojišča z 
dodanim pripravkom niso razlikovala od kontrolnih gojišč. 
Pandey in sod. (2009) so proučevali sposobnost bakterijske razgradnje tiametoksama. 
Bakterijsko populacijo so izolirali iz okolja, kjer je bil prisoten tiametoksam, in jo gojili na 
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hranilnem agarju z dodanima 50 ppm tiametoksamom in 10 mM glukozo. Razgradnje so 
bili sposobni trije sevi, vsi rodu Pseudomonas. V štirinajstih dneh so bili sposobni 
razgradnje ~70 % spojine. Razgradni produkt je bila spojina s podobnimi nevrotoksičnimi 
lastnostmi kot matična spojina, vendar brez specifičnega delovanja na žuželke. Avtor 
komentira svoje rezultate in rezultate prejšnjih študij bakterijske razgradnje 
neonikotinoidov tako, da zaradi dokaj nedavne prestavitve teh spojin v okolje nobena 
bakterija še ni razvila sistema za mineralizacijo teh spojin. 
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3 EKSPERIMENTALNI DEL 
 
3.1 Terensko delo 
3.1.1 Vzorčenje v spodnjem toku Jernejevega kanala 
Vzorčenje vode je potekalo 8. oktobra 2012 okoli 11. ure v spodnjem toku Jernejevega 
kanala pri kraju Seča. Za vzorčenje smo si izbrali tri točke. Prva (JK1) je bila na mostu, 
ki vodi iz kraja Seča na območje solin čez Jernejev kanal, in je ena izmed vzorčevalnih 
točk širšega monitoringa tega kanala. Druga točka (JK2) je bila v kanalu, ki se napaja iz 
Jernejevega kanala in vodi na področje solin, kjer vodo uporabljajo za proizvodnjo soli. 
Na tem mestu bi lahko bila koncentracija pesticida potencialno večja, ker je ta del zaprt 
in se zaradi hlapenja vode v njem snovi koncentrirajo. Voda je bila v tem bazenu motna, 
verjetno zaradi visoke koncentracije mikroorganizmov. Tretja točka vzorčenja (JK3) je 
bila na levem bregu Jernejevega kanala, in sicer približno sto metrov gorvodno od mostu 
čez reko. V tej točki sem poskušal vzeti vzorec vode skupaj s sedimentom zaradi 
možnosti, da bo vzorec, vzet s takim načinom vzorčenja, vseboval višjo koncentracijo 
pesticidov, saj se veliko pesticidov veže na sediment. 
Vzorce sem zajemal z vedrom, z multimetrom (WTW MULTI 350i) pa sem izmeril 
temperaturo, slanost in koncentracijo raztopljenega kisika. Vsak vzorec sem prelil v 
steklenico z volumnom 1000 ml, ki sem jo kasneje uporabil za določanje pesticidov. Vse 




3.1.2 Določanje koncentracij pesticidov  
Metoda tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (HPLC) 
Koncentracije pesticidov sem določal z metodo HPLC, razvito v Laboratoriju za raziskave 
v okolju – UNG za določanje koncentracij neonikotinoidnih pesticidov. Metoda HPLC 
Slika 6: Vzorčevalna mesta v spodnjem toku Jernejevega kanala  (Google Earth) 
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oziroma tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. High-performance liquid 
chromatography) je kromatografska tehnika, ki se uporablja za ločevanje, identifikacijo 
in kvantifikacijo analita v zmesi. Metoda vključuje vnos tekočega vzorca v mobilno fazo 
(na primer vodo, acetonitril ali metanol) in potovanje komponent vzorca z mobilno fazo 
skozi stacionarno fazo, ki je pri metodi HPLC v obliki kolone, ki vsebuje adsorbant. Vsak 
analit v zmesi specifično interagira s stacionarno fazo in ima tako karakteristični čas, v 
katerem se izloči (eluira) iz stacionarne faze (retenzijski čas). Analiti potem preidejo na 
detektor, ki generira signal, sorazmeren s koncentracijo posameznega analita, kar 
dovoljuje kvantitativno analizo komponent zmesi. 
Priprava vzorcev 
Zaradi prisotnosti delcev in mikroorganizmov v vodi sem vzorce filtriral skozi filtrirni papir 
GF/F. Vzorec JK3 je bil še dodatno filtriran skozi filter z velikostjo por 45 µm (angl. 
Millipore), ker je bila v njem prisotna velika količina koloidnih delcev. Vsak vzorec sem 
razdelil v dva podvzorca z volumnom 500 ml. Na vsakemu podvzorcu sem opravil 
ekstrakcijo na trdno fazo (angl. Solid Phase Extraction). Ekstraktor (Strata C18-E) sem 
kondicioniral z deionizirano vodo in metanolom (32,04 g/mol – J. T.Baker) in skozi vsak 
ekstraktor filtriral po 500 ml vzorca. Ekstrakcija SPE z ekstraktorjem Strata C18-E ima 
učinkovitost ekstrakcije 90 ± 10 %. Ekstraktorji so bili potem sprani z acetonitrilom (2 ml), 
vzorec pa je bil uparjen do volumna 1 ml. Tako pripravljene vzorce sem potem analiziral 
z metodo HPLC. Podrobnosti metode HPLC so prikazane v tabeli 6. 
Tabela 6: Podrobnosti metode HPLC 
Kromatograf Hawlett Packard 1100 Series 
Kolona Agilent Zorbax C8 250 x 4,6 mm  
Predkolona Kromasil 100-5C8 50 x 4,6 mm E57612 
Detektor DAD Agilent Technologies 1100 Series 
G1315A 
Volumen injiciranja 75 µl 
Pretok 1 ml/min 
Mobilna faza 30 % acetonitril (J.T. Baker, HPLC gradient 
grade), 70 % raztopine ocetne kisline (1,5 
%, Applichem 100 %) in ddH2O (70 %) 
Dolžina metode 17 min 
Retenzijski čas in valovna dolžina 
merjenega vrha za imidakloprid 
8,6 min pri 245 nm 
Retenzijski čas in valovna dolžina 
merjenega vrha za tiametoksam 
6,2 min pri 245 nm 
 
Meritve standardov 
Z isto metodo, opisano v tabeli 6, sem izmeril standarde neonikotinoidnih pesticidov, 





Tabela 7: Podrobnosti merjenih standardov pesticidov 
Ime spojine Vrsta standarda Proizvajalec Število CAS 
Acetamiprid Pestanal® analitični 
standard 
Sigma-Aldrich 135410-20-7 
Imidakloprid Pestanal® analitični 
standard 
Sigma-Aldrich 138261-41-3 
Tiametoksam Pestanal® analitični 
standard 
Sigma-Aldrich 153719-23-4 




Vsakega standarda sem stehtal po 1 mg, ga raztopil v 1 ml acetonitrila in potem še 
razredčil z acetonitrilom v razmerju 1 : 10. Tako pripravljeni standardi so bili potem 
analizirani z metodo HPLC. 
Za meritve standardov in realnih vzorcev je bilo treba opraviti še določitev meje detekcije 
(angl. Limit of Detection – LOD) metode. Za določitev sem pripravil slepi vzorec s 
približno 1 ml acetonitrila in ga trikrat analiziral z isto metodo kot druge vzorce. 






Pri tem sta σ standardna deviacija slepega vzorca in k naklon umeritvene krivulje. 
Izdelava umeritvene krivulje je opisana v poglavju 3.2.4. 
 
3.1.3 Test strupenosti z luminiscenčnimi bakterijami 
Test Lumistox nam omogoča testiranje strupenosti vzorca za morsko bakterijo Vibrio 
fischeri. Test bazira na merjenju bioluminiscence te bakterije, ki je neposredno povezana 
s celično respiracijo in posledično tudi s kakršno koli spremembo celične aktivnosti, ki jo 
lahko inducirajo strupene snovi. 
V testu sem uporabil zamrznjene bakterije vrste Vibrio fischeri, sev NRRL-B-11177 
proizvajalca Dr. Lange, reaktivacijsko raztopino Dr. Lange, luminometer LUMIStox 300 
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proizvajalca Dr. Lange, hladilni blok Dr. Lange, programsko opremo LUMIsoft, 
nameščeno na osebni računalnik, in pH-meter Hanna Instrument HI 8417.  
 
 
Vzorci morajo imeti pred testom ustrezno slanost (2 % NaCl) in ustrezne vrednosti pH-
ja (7,0 ± 0,2). Vsi trije vzorci (JK1–3) so imeli rahlo previsok pH, zato sem ga uravnal z 
dodajanjem klorovodikove kisline. Ker so bili to vzorci morske vode, so imeli višjo slanost, 
vendar smo se odločili, da vzorcev ne bomo redčili, temveč v test vključili še eno kontrolo 
z isto slanostjo kot v vzorcih. Zaradi nezmožnosti neposrednega merjenja koncentracije 
NaCl sem slanost izmeril posredno z merilnikom prevodnosti in s pomočjo 
proizvajalčevega podatka, da je prevodnost 35 mS/cm ekvivalentna raztopini 2 % NaCl. 
Vzorca JK1 in JK2 sta imela prevodnost približno 55 mS/cm (ekvivalent 3,2 % NaCl), kar 
je še tolerantno za te bakterije. Vzorec JK3 je imel previsoko slanost, zato sem ga z 
deionizirano vodo razredčil na nivo drugih dveh vzorcev (razmerje 9 ml vzorca : 6 ml 
deionizirane vode). 
Test sem opravil po navodilih proizvajalca.     
 
3.2 Laboratorijski eksperiment 
3.2.1 Zasnova eksperimenta 
Z eksperimentom sem preučeval vpliv dveh pesticidov na mikrobno populacijo ob 
prisotnosti svetlobe in v temi. Eksperiment je potekal v šestih steklenicah. V prvi 
steklenica ji bila kontrola s filtrirano morsko vodo, v drugi filtrirana morska voda z 
dodatkom pesticida Confidor 200 SL, v tretji pa filtrirana morska voda z dodatkom 
pesticida Cruiser OSR. Preostale tri posode so imele identično vsebino prvim trem 




steklenicam, le da so bile ovite v plastične vrečke, ki niso prepuščale svetlobe. 
Razporeditev steklenic, njihova vsebina in pogoji eksperimenta so prikazani v tabeli 8. 
Morsko vodo za uporabo pri eksperimentu sem zajel na obali pred Morsko biološko 
postajo, natančneje na pomolu pred hotelom Bernardin. Vodo sem filtriral skozi 53 µm 
mrežico in prelil v šest plastičnih steklenic (2 l, Nalgen), ki sem jih predhodno očistil 
(trikratno izmenično pranje z 1 M HCl in deionizirano vodo). Steklenice sem označil z 
oznakami od A do F. Vsak pesticid sem dodal v dve steklenici, končna koncentracija 
pesticida v steklenici pa je bila 20 ppm. Primeren dodatek pesticidnega pripravka sem 
izračunal iz proizvajalčevih podatkov o koncentracijah aktivnih snovi znotraj pripravka, tj. 
200 µL pesticidnega pripravka Confidor 200 SL (200 g/l aktivne spojine imidakloprida) in 
143 µL pesticidnega pripravka Cruiser OSR (280 g/l aktivne spojine tiametoksama). 
Steklenici brez dodatka pesticidov sta bili kontroli. Eno kontrolno steklenico in po eno 
steklenico vsakega pesticida sem zavil v dva sloja plastičnih vrečk, ki nista prepuščala 
svetlobe, tako da smo lahko hkrati spremljali morebiten vpliv svetlobe na potek 
eksperimenta. 




Vsebina in pogoji 
A kontrola brez pesticida, svetloba 
B dodatek Confidor 200 SL, svetloba 
C dodatek Cruiser OSR, svetloba 
D kontrola, tema 
E dodatek Condifor 200 SL, tema 
F dodatek Cruiser OSR, tema 
 
Vseh šest steklenic sem postavil na stresalnik (KS 501 digital, IKA) z nastavljenimi 
triindevetdesetimi obrati na minuto, ki je bil postavljen znotraj termostatirne komore  
(Slika 8). Termostatirna komora je bila nastavljena na temperaturo 14 °C, znotraj pa je 
bila prižgana ena vrsta luči od treh razpoložljivih (OSRAM L58W/77 FLUORA) – tako je 
bila jakost svetlobe primerljiva z dnevno svetlobo. Komora je bila nastavljena na dnevno-
nočni cikel, tako da so se luči ugašale ob 17. uri in prižigale ob 5. uri. 
 
Slika 8: Steklenice, postavljene na stresalnik znotraj termostatirne komore – eksperiment v teku 
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3.2.2 Potek vzorčenja 
Vsak vzorčevalni dan sem iz vsake steklenice odvzel 35 ml podvzorca, pred odvzemom 
pa sem steklenico dobro pretresel. Del podvzorca sem filtriral skozi filter GF/F, po 1 ml 
filtrata sem odpipetiral v tri epruvete, jih zamrznil v zmrzovalniku in jih kasneje uporabil 
pri analizi pesticidov. Po 1 ml nefiltriranega podvzorca sem uporabil še pri analizi 
bakterijske produkcije (BCP). Vzorčevalni dnevi z opravljenimi analizami so opisani v 
tabeli 9. 
Tabela 9: Potek vzorčenja eksperimenta 
Datum vzorčenja Čas (d) Izpeljane analize 
17. 12. 2012 0 BP, pesticidi,  
18. 12. 2012 1 BP, pesticidi,  
19. 12. 2012 2 BP, pesticidi 
20. 12. 2012 3 BP, pesticidi 
21. 12. 2012 4 BP, pesticidi 
24. 12. 2012 7 BP, pesticidi 
27. 12. 2012 10 BP, pesticidi 
3. 1. 2013 17 BP, pesticidi 
15. 1. 2013 29 pesticidi 
25. 1. 2013 39 pesticidi 
14. 2. 2013 59 BP, pesticidi 
7. 3. 2013 79 BP, pesticidi 
18. 4. 2013 121 BP, pesticidi 
 
3.2.3 Določanje bakterijske produkcije 
Z merjenjem bakterijske produkcije se lahko posredno ugotavljata velikost in hitrost rasti 
bakterijske heterotrofne populacije. Metoda temelji na merjenju inkorporacije 
radioaktivno označenega 3H-levcina v novonastale beljakovine v bakterijskih celicah 
(Simon in Azam, 1989). 
Vzorce sem pripravil po centrifugacijski metodi po protokolu Smith D.C.  in Azam F. 
(1992). 
Za vsak podvzorec iz vsake steklenice sem pripravil po tri ponovitve in eno kontrolo. V 
štiri epruvete sem dodal po 1 ml vzorca in 2,15 µl 3H-levcina (specifična aktivnost 107,7 
Ci/mmol). V kontrolo sem dodal 50 µl 100 % TCA (trikloroocetna kislina) in tako preprečil 
nadaljnjo rast celic. Vse epruvete sem zavil v aluminijasto folijo (tako da so bili v temi) in 
prenesel v termostatirno komoro, kjer so se vzorci inkubirali eno uro. V tej stopnji celice 
vgradijo radioaktivno označen levcin v beljakovine. Po inkubaciji sem vzorcem (ne 
kontrolam) dodal 50 µl 100 % TCA in s tem ustavil nadaljnje procese. Vse epruvete sem 
potem shranil v hladilniku pri 4 °C do naslednjega dne. Naslednji dan sem vzorce očistil 
in jih pripravil za štetje na scintilacijskem števcu. Vzorce sem najprej centrifugiral (16.000 
g, 4 °C, 15 min). Supernatant sem odstranil, oborini dodal 1,5 ml 5 % TCA, raztopino 
premešal in centrifugiral (16.000 g, 4 °C, 15 min). Supernatant sem ponovno odstranil, 
oborini dodal 1,5 ml 70 % EtOH, raztopino premešal in centrifugiral (16.000 g, 4 °C, 15 
min). Supernatant sem na koncu ponovno odsesal in oborini dodal 1,5 ml scintilacijske 
mešanice (Ultima Gold, Packard). Vzorce sem potem dal v scintilacijski števec (Canberra 
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Packard TriCarb Liquid Scintillation Analyzer 2500 TR), ki je rezultat podal v enotah DPM 
(angl. disintegration per minute). Iz izmerjene vrednosti je mogoče oceniti bakterijsko 







X – množina vgrajenega 3H-Leu na uro na liter (pmol Leu l-1 h-1) 
R – radioaktivnost (dpm ml-1 h-1) 
SA – specifična aktivnost 3H-Leu (Ci mmol-1) 
 
Iz množine vgrajenega 3H-Leu na uro na liter je bakterijska produkcija izračunana po 
naslednji enačbi: 
 
𝐵𝐶𝑃 = 𝑋 ∗ 𝑀 ∗ (%𝐿𝑒𝑢) ∗ (
𝐶
𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛
) ∗ 𝐼𝐷 
(3) 
BCP – bakterijska produkcija (bacterial carbon production) (µg C l-1 d-1) 
X – množina vgrajenega 3H-Leu na uro na liter (pmol Leu l-1 h-1) 
M – molska masa 3H-Leu (131,2 g mol-1) 
(%Leu) – 100/mol% leucina v proteinih (0,073) 
(C/protein) – razmerje med maso ogljika in maso proteinov v celicah (0,86) 
ID – redčitveni faktor radioaktivnega izotopa (2) 
 
Če želimo vrednost predstaviti kot prirast števila celic, to izračunamo po enačbi: 
 









3.2.4 Določanje koncentracij pesticidov 
Analize koncentracij pesticidov v vzorcih sem izvajal v laboratorijih Univerze v Novi Gorici 
v Rožni dolini pod vodstvom prof. dr. Polonce Trebše. 
Zmrznjene vzorce sem odtalil pri sobnih pogojih in jih prelil iz plastičnih vial v steklene, 
primerne za uporabo z metodo HPLC. Vsak vzorčevalni dan sem analiziral po osemnajst 
vzorcev, iz vsake steklenice sem namreč vzel po tri mililitrske vzorce.  
Nekoliko drugačen postopek sem imel le pri vzorcu t0 iz prvega vzorčevalnega dne, ker 
ga pred zamrznitvijo nisem filtriral. Te vzorce sem naknadno filtriral skozi 0,45 µm filter 
(Spartan 30/0,45 RC, Schleicher & Schuell) s pomočjo plastične brizge. Zaradi zasnove 
filtra je nekaj vzorca ostalo na filtru in nisem mogel napolniti treh steklenih vial, zato sem 
filtrat triplikata zmešal v bučki in iz njega napolnil dve stekleni viali. Tako sem imel pri 
merjenju pesticidov iz prvega vzorčevalnega dne namesto triplikatov vzorcev iz vsake 
steklenice na voljo samo duplikate. 
Analizo sem izpeljal po metodi HPLC, ki je bila razvita v tem laboratoriju za analizo 
drugega neonikotidnega pesticida in se je izkazala kot primerna za analizo koncentracij 
tiametoksama in imidakloprida (Rotar, 2011). Podrobnosti metode so opisane v tabeli 6 





Umeritveni krivulji sem pripravil z istima pripravkoma, ki sem ju uporabil v eksperimentu. 
Raztopine koncentracij 30, 20, 10, 5 in 1 ppm sem pripravil v dvakrat deionizirani vodi iz 
osnovne raztopine s koncentracijo 100 ppm, ki sem jo potem nadalje redčil. Za pripravo 
osnovne raztopine pesticida Confidor 200 SL sem dodal 50 µl pesticidnega pripravka v 
100 ml bučko in jo napolnil z dvakrat deionizirano vodo do oznake. Z uporabo pipete 
nisem mogel odmeriti točne količine pesticida Cruiser OSR, ker se je prijemal notranjosti 
pipetnega nastavka in bi bilo težko odmeriti točno količino. Tako sem raztopino pripravil 
tako, da sem potrebno količino pesticida stehtal, pri tem pa upošteval navedeno gostoto 
pesticidnega pripravka (1,148 g/ml). Tako pripravljene vzorce sem zmeril z isto metodo 
HPLC, kot sem jo uporabil pri merjenju vzorcev eksperimenta (tabela 6). Vsaka redčitev 
je bila izmerjena trikrat. 
 
Za meritve vzorcev je bilo treba opraviti še določitev meje detekcije  metode. Za določitev 
sem pripravil slepi vzorec s približno 1 ml vode in ga trikrat analiziral z isto metodo kot 
druge vzorce. 






Pri tem sta σ standardna diviacija slepega vzorca in k naklon umeritvene krivulje. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1 Vzorci vode v Jernejevem kanalu 
Vodo smo vzorčili v spodnjem delu Jernejevega kanala. Odvzeli smo tri vzorce: prvega 
na sredini vodotoka iz mostu, ki vodi iz kraja Seča na Sečoveljske soline (JK1), drugega 
v kanalu, ki vodi iz Jernejevega kanala v soline (JK2), in tretjega sto metrov gorvodno od 
mostu ob levem bregu vodotoka (JK3). Osnovni fizikalno-kemijski parametri, rezultati 
meritev pesticidov in testa strupenosti so prikazani v tabeli 10. 













JK1 19,9 3,95 6,78 0 < LOD* 
JK2 21 6,99 5,64 0 < LOD* 
JK3 18,8 4,00 8,55 0 < LOD* 
*Vrednost LOD za imidakloprid 0,04 ppm, za tiametoksam 0,03 ppm 
Temperatura vode je bila med 18,8 °C in 21 °C in slanost med 3,95 psu in 6,99 psu. 
Vzorec, zajet v zaprtem kanalu (JK2), je imel, kot je bilo pričakovano, najvišjo slanost in 
najvišjo temperaturo. Koncentracije kisika so variirale od 5,64 mg/l do 8,55 mg/l. 
Test strupenosti z luminiscenčnimi bakterijami Vibrio fischeri je po tridesetminutni 
inkubaciji pokazal zanemarljiv padec luminiscence, kar pomeni, da vzorci vode niso 
toksični za bakterijo Vibrio fischeri. Ker sem v testu uporabil realne vzorce s slanostjo, 
višjo od priporočene za ta test, sem preveril tudi vpliv višje slanosti na test strupenosti. 
Kontroli 2 % NaCl in 3,2 % NaCl nista kazali bistvenih razlik v luminiscenci. 
Na vseh treh vzorčevalnih mestih so bile koncentracije izbranih pesticidov (acetamiprid, 
imidakloprid, tiametoksam, klotianidin) pod mejo detekcije instrumenta. Za imidakloprid 
in tiametoksam sem po metodi, opisani v eksperimentalnem delu (podpodpoglavje 
3.1.2), izračunal LOD. Meja detekcije je bila 0,04 ppm za imidakloprid in 0,03 ppm za 
tiametoksam. V okviru rednega monitoringa rek se v Jernejevem kanalu pesticidi ne 
merijo, se pa merijo na Dragonji. Rezultati monitoringa kažejo na nizko obremenitev 
Dragonje s pesticidi, saj je od vseh razpoložljivih podatkov (monitoring od leta 2006 
naprej) LOD presegala samo ena meritev – avgusta 2006 je bila izmerjena koncentracija 
pesticida diazinona 0,16 µg/l (ARSO, 2013). Vendar pa v monitoring ni vključena analiza 
cele vrste pesticidov, na primer niti enega neonikotinoidnega pesticida (acetamiprid, 






4.2 Laboratorijski eksperiment 
Z eksperimentom smo proučevali vpliv dveh pesticidov na rast mikrobne populacije ob 
prisotnosti svetlobe in v temi. Morsko vodo sem vzorčil pred Morsko biološko postajo in 
jo filtiral skozi 53 µm mrežico in s tem iz vode odstranil plenilsko populacijo, ohranil pa 
mikrobno združbo. Vodo sem prelil v šest steklenic, pri čemer sta dve služili kot kontrola, 
v dve sem dodal pesticidno mešanico Confidor 200 SL in v dve Cruiser OSR, obe s 
končno koncentracijo 20 ppm. Eno izmed steklenic vsakega pesticida in eno kontrolno 
steklenico sem ovil v črno vrečko, tako da smo lahko spremljali vpliv svetlobe na 
razgradnjo pesticida. Steklenice sem postavil na stresalnik v termostatsko komoro s 
konstantno temperaturo in dnevno-nočnim ciklom svetlobe ter jih inkubiral 120 dni. Na 
vsak vzorčevalni dan sem iz vsake steklenice vzel po 30 ml vzorca vode za analizo 
pesticidov in merjenje hitrosti rasti bakterijske populacije (BCP). Analize pesticidov sem 
opravljal v Laboratoriju za raziskave v okolju na UNG, zato sem po odvzemu vzorcev te 
v čim krajšem času filtriral skozi filtre GF/F  in filtrat zamrznil za kasnejšo analizo z 
metodo HPLC. Analizo BCP sem opravil takoj po vzorčenju. Z metodo sem meril hitrost 
inkorporacije radioaktivno označenega 3H-leucina v novonastale proteine v bakterijskih 
celicah (μC/ml/h), s čimer lahko ugotovimo hitrost rasti bakterijske populacije oziroma 
število novozraslih celic v časovni enoti (število celic/ml/h). 
 
4.2.1 Koncentracije pesticidov v eksperimentu 
Pri metodi določanja koncentracij pesticidov sem na HPLC-ju z detektorjem DAD najprej 
preveril, ali z uporabljeno metodo dejansko merimo koncentracijo aktivnih snovi in ne 
kakšnih drugih spojin v pripravku. Rezultati so pokazali, da se absorbcijska spektra 
merjenih vrhov pri analizi realnih vzorcev ujemata z absorbcijskima spektroma 
standardov za tiametoksan in imidakloprid. To potrjuje, da sem z uporabljeno metodo 
(tabela 6) dejansko meril koncentracijo učinkovine (tiametoksam in imidakloprid) in ne 
drugih sestavin, ki so prisotne v pesticidnih pripravkih. 
Umeritvena krivulja 
Napravil sem dve umeritveni krivulji, za vsak pesticid po eno. Krivulji sta prikazani na 
slikah 9 in 10. Pri vsaki umeritveni krivulji izstopa po en podatek, ki pa ga zaradi dobrega 
ujemanja drugih točk (R2 > 0,999) nisem upošteval, saj je bil najverjetneje posledica 
napake v pripravi vzorcev. 
Meja detekcije 
 
Mejo detekcije sem izračunal po metodi, opisani v eksperimentalnem delu 
(podpodpoglavje 3.2.4). Meja detekcije za imidakloprid je bila 0,01 ppm, za tiametoksam 






Slika 9: Umeritvena krivulja za imidakloprid 
 
Slika 10: Umeritvena krivulja za tiametoksam 
 



















































Slika 11: Spreminjanje koncentracij pesticidov v času eksperimenta  
 
Na sliki 11 lahko vidimo spreminjanje koncentracij pesticidov v vseh štirih steklenicah v 
času eksperimenta. 
Koncentracija imidakloprida na svetlem se je zmanjšala iz 15,9 ± 0,2 ppm pri t0 do 13,7 
± 0,2 ppm pri t121 in v temi iz 15,9 ± 0,2 ppm na 15,6 ± 0,2 ppm. Padec koncentracij v 
steklenici, ki je bila temi, je znotraj napake meritev, z grafa pa je tudi razvidno, da 
koncentracija razen manjših nihanj znotraj standardne deviacije ostaja na isti ravni skozi 
cel eksperiment. Koncentracije v steklenici, izpostavljeni svetlobi, se najbolj zmanjšajo 
med zadnjima dvema meritvama – razlika med steklenicama na svetlobi in v temi je 
takrat 1,9 ± 0,4 ppm, medtem ko je padec v steklenici na svetlobi čez celoten 
eksperiment 2,2 ± 0,4 ppm. 
Koncentracije tiametoksama so se zmanjševale hitreje kot koncentracije imidakloprida. 
Koncentracija tiametoksama v steklenici, izpostavljeni svetlobi, je padla iz 15,0 ± 0,7 ppm 
na 9,8 ± 0,7 ppm, torej je padec znašal 5,2 ± 1,4 ppm. V zatemnjeni steklenici se je 
koncentracija zmanjšala za 4,2 ± 1,4 ppm, in sicer iz 16,4 ± 0,7 ppm na 12,2 ± 0,7 ppm. 
Koncentracije tiametoksama so se za razliko od imidakloprida nižale v obeh steklenicah 
skozi celoten eksperiment. Razlika med steklenicama, izpostavljenima svetlobi in temi, 
se pojavi šele pri zadnjem merjenju, ko je bila razlika med steklenicama 2,4 ± 1,4 ppm.   
Pri analizah pesticidov sem pri vzorcih, vzetih po prvem tednu eksperimenta na 
kromatogramu HPLC, opazil pojavljanje neznane spojine. S kasnejšimi meritvami smo 
spremljali njeno koncentracijo, ki se je počasi povečevala. Vzrok za pojav te spojine bi 
lahko bila transformacija ali razgradnja pesticida, zato smo vzorec poslali na analizo z 
LC/MS na Kemijski inštitut, vendar analiza ni pokazala zanesljivih rezultatov. 
Zaradi možnosti fotorazgradnje pesticida sem preveril, ali lahko svetloba v termostatirni 


























B - imidakloprid svetloba C - tiametoksam svetloba E - imidakloprid tema F - tiametoksam tema
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FLUORA, njihov emisijski spekter pa je prikazan na sliki 12. Emisijski spekter žarnic se 
ne ujema z absorbcijskima spektroma imidakloprida in tiametoksama, ki sta prikazana 




Slika 12: Emisijski spekter žarnic v termostatski komori (OSRAM L58W/77 FLUORA) (Osram, 2013)  
 
 





Slika 14: Absorbcijski spekter imidakloprida  
Čeprav je bila v steklenice vmešana takšna količina pesticida, da bi morala biti 
koncentracija 20 ppm, je bila koncentracija že pri prvem merjenju v vseh štirih 
steklenicah okoli 16 ppm. To bi lahko pojasnili z vezavo pesticida na steklenico, vezavo 
pesticida na organizme v vodi ali pa z izgubami pri vzorčenju. 
Na sliki 11 ni prikazanih vrednosti za vzorčevalne dneve t3, t4, t7 in t10, ker teh vzorcev 
zaradi majhnih sprememb med vrednostmi t0, t1 in t2 nisem analiziral. Odločitev ni bila 
napačna, saj so se koncentracije pesticidov skozi potek eksperimenta spreminjale zelo 
počasi. 
4.2.2 Rast bakterijske populacije 
Vpliv delovanja pesticidov na mikrobno združbo sem določal z metodo merjenja 
sprememb hitrosti rasti bakterijske populacije. Za ocenjevanje hitrosti rasti ali tako 
imenovane bakterijske produkcije se uporablja specifična metoda vgrajevanja 
radioaktivno označenega levcina (3H-Leu). Bakterijske celice v času inkubacije 
podvzorca vgrajujejo radioaktivno označeno v novenastale proteine v matičnih in 
hčerinskih celicah. Izmerjene vrednosti bakterijske produkcije odražajo dejansko stanje 
ekosistema le v primeru, če je v njihovem mikrookolju na razpolago dovolj 
mikroorganizmom dostopnih hranil. Izmerjena bakterijska produkcija tako predstavlja 




Spremembe bakterijske produkcije v morski vodi po dodatku dveh pesticidov in v 
kontrolni vodi brez dodatka pesticida v času eksperimenta so prikazane na slikah 15 in 
16. 
V steklenicah z morsko vodo brez dodatka pesticida bakterijska produkcija sicer naraste 
(najvišja hitrost rasti 4,54 * 109 celic l-1 d-1 v steklenici A in 4,05 * 109 celic l-1 d-1 v steklenici 
D), vendar se četrti dan že zmanjša in ostaja skoraj nespremenjena do konca 
eksperimenta. V kontrolni steklenici, ki je bila izpostavljena svetlobi (steklenica A), 
zaznamo rast po desetih dneh inkubacije, vendar ostaja nizka v primerjavi z drugimi 
meritvami, opravljenimi do konca eksperimenta, in se giblje v območju 1 * 109–2 * 109 
celic l-1 d-1. Rast bakterijske produkcije v prvih štirih dneh eksperimenta je pričakovana, 
razlog pa je verjetno dovolj raztopljenih anorganskih in organskih spojin v morski vodi. 
Ko se hranila porabijo, se rast upočasni.  
Bakterijska produkcija v steklenicah z dodanim pesticidom je vseskozi višja od 
bakterijske produkcije kontrol, zaznali pa smo tudi drugačen časovni potek gibanj 
bakterijske produkcije v steklenicah po dodatku Confidor 200 SL (steklenici B in E) in po 
dodatku Cruiser OSR (steklenici C in F).  
Bakterijska populacija se zelo hitro odzove na dodatek pesticida Cruiser OSR s povišano 
hitrostjo rasti celic, tako v svetli kot tudi v temni fazi (C na svetlobi in F v temi). Prve 
povečane vrednosti beležimo že po 24 urah z vrednostjo 11,8*109 celic l-1 d-1, po 48 urah 
se rast skoraj prepolovi, vrednost pade na 6,5*109 celic l-1 d-1. Po štirih dneh inkubacije 
smo izmerili ponovno povišano BCP, ki pa je bila višja v steklenici izpostavljeni svetlobi 
(7,83*109 celic l-1 d-1 steklenica C in  11,6*109 celic l-1 d-1 steklenica F). V vseh nadaljnjih 
vzorčenjih je bila rast bakterijskih celic zavrta, saj so meritve BCP zelo nizke. 
Drugačen potek rasti bakterijske populacije smo zaznali v steklenicah z dodanim 
pesticidom Confidor 200 SL (B na svetlobi in E v temi). Povišane hitrosti rasti smo zaznali 
šele po dvainsedemdesetih urah inkubacije – BCP takrat doseže  maksimum, in sicer 
7,54 * 109 celic l-1 d-1 v steklenici B in 6,58 * 109 celic l-1 d-1 v steklenici E. V sedmem 
dnevu inkubacije lahko opazimo še en manjši prirast, to je 0,5 * 109 celic l-1 d-1. Vsekakor 
pa sta zanimiva izstopajoča porasta BCP v naslednjih dneh vzorčenja. V steklenici, 
izpostavljeni svetlobi, v devetinsedemdesetem dnevu inkubacije BCP naraste na 6,91 * 
109 celic l-1 d-1 in se z naslednjim vzorčenjem spusti na prejšnjo vrednost. V steklenici, 
izpostavljeni temi, lahko opazimo podobno dinamiko, saj se tukaj vrednost v 
devetinpetdesetem dnevu vzorčenja spusti skoraj na nič in se v devetinsedemdesetem 
dnevu zviša na vrednost 2,35 * 109 celic l-1 d-1 ter se do konca eksperimenta le malo 
spremeni.  
Vsi rezultati kažejo, da se bakterijska populacija odziva na dodatek pesticidov, kar kažejo 
izmerjene višje vrednosti v primerjavi s kontrolnimi steklenicami. Med populacijo, ki je 
bila izpostavljena dnevno-nočnim pogojem, in populacijo, ki je bila inkubirana v temi, 
razen pri mešanici Confidor 200 SL med devetinpetdesetim in devetinsedemdesetim 




Slika 15: Graf bakterijske produkcije 
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V prvem delu diplomskega dela sem poskušal določiti koncentracije pesticidov v 
spodnjem toku Jernejevega kanala, ki se izliva v Piranski zaliv. Zaradi dolgotrajnega 
spiranja s kmetijskih površin v zaledju Piranskega zaliva lahko v njegovi notranjosti 
pričakujemo tudi onesnaženost z nevarnimi spojinami, kot so pesticidi. Poleg tega se iz 
Jernejevega kanala prelivajo vode na solna polja Sečoveljskih solin. Onesnažene vode 
bi tako negativno vplivale na kakovost soli kot tudi na favno in floro tega zaščitenega 
okolja. Vodo smo vzorčili v začetku oktobra na treh merilnih mestih v spodnjem toku 
Jernejevega kanala. Na vseh treh vzorčevalnih mestih so bile koncentracije izbranih 
pesticidov (acetamiprid, imidakloprid, tiametoksam, klotianidin) pod mejo detekcije 
instrumenta. Vsekakor bi se vzorčenje moralo ponoviti, posebno v obdobju, ko se v 
zaledju uporablja večja količina škropiv na kmetijskih površinah (pomlad, začetek 
poletja). 
V nadaljevanju sem poskušal slediti morebiten vpliv izbranih pesticidov na naravno 
populacijo mikroorganizmov morske vode Piranskega zaliva. V času samega 
eksperimenta so se koncentracija pesticidov v eksperimentu zmanjševale veliko 
počasneje, kot smo pričakovali. Izbrana pesticida sta v morskem okolju očitno dokaj 
obstojna. Koncentracije pesticidov v eksperimentu so se sicer delno znižale, kar je lahko 
posledica različnih procesov, predvsem pa kombinacije hidrolize in biološke razgradnje. 
Do procesa fotorazgradnje pesticida verjetno ni prišlo, ker smo vzorce inkubirali v 
termostatirani komori, kjer nameščene svetilke ne emitirajo valovnih dolžin, potrebnih za 
fotorazgradnjo uporabljenih pesticidov.   
Pandey in sod. (2009) so poročali o hitri razgradnji imidakloprida in tiametoksama (~70 
% v štirinajstih dneh) v prisotnosti sevov bakterij iz družine Pseudomonas. Te vrste 
bakterij so sicer prisotne tudi v morski vodi Tržaškega zaliva, zato smo upravičeno 
pričakovali hitrejšo razgradnjo pesticidov v morski vodi v času našega laboratorijskega 
eksperimenta. V opravljenem eksperimentu so se koncentracije zelo malo zmanjšale, 
zato lahko predvidevam, da v pripravljenih vzorcih morske vode teh sevov ni bilo oziroma 
so bili prisotni v majhnem številu in vzpostavljeni pogoji niso bili ustrezni za razgradnjo. 
Razlike v koncentracijah pesticidov po 120 dneh eksperimenta kažejo na morebiten vpliv 
svetlobe na njihovo razgradnjo. Pri obeh pesticidih je bila razgradnja na svetlobi hitrejša 
od razgradnje v temi. Razgradnja izbranih pesticidov v okolju ima tri glavne poti: fotoliza, 
hidroliza in biološka razgradnja. Fotolitična razgradnja pesticidov zaradi uporabe 
navadnih svetilk verjetno ni mogla potekati. Hidroliza naj bi potekala enako hitro v temi 
kot na svetlobi, svetloba pa ne vpliva ni procese hidrolize. Razlika v hitrosti razgradnje 
bi se torej lahko pripisala spremenjeni biološki razgradnji. Ta bi se lahko povečala zaradi 
večje primarne produkcije v steklenici, izpostavljeni svetlobi. Iz grafa koncentracij 
pesticidov je možno razbrati, da se tiametoksam v eksperimentu hitreje razgraja od 
imidakloprida. To hitrejšo razgradnjo je težko pripisati biološki dejavnosti, saj se lahko ta 
pojav pripiše tudi hidrolizi, ki je pri tiametoksamu hitrejša kot pri imidaklopridu. 
Iz rezultatov bakterijske produkcije je razviden izrazit vpliv pesticidnih mešanic na hitrost 
rasti bakterijske združbe. Vrednosti BCP v steklenicah s pesticidi so skozi večji del 
eksperimenta višje od kontrol BCP, na nivo kontrol pa se znižajo šele po 
devetinpetdesetih dneh inkubacije. Bakterijske združbe se hitro prilagodijo na nove 
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pogoje, saj smo zaznali visoko rast že po dveh dneh inkubacije, ko se v vodo sprostijo 
anorganska in organska hranila, ki omogočajo rast heterotrofnim bakterijam. Podoben 
potek se lahko opazi po dodatku pesticidne mešanice Confidor 200 SL, kjer je BCP prve 
tri dni eksperimenta podobna kot pri kontrolah, vendar se potem znatno poveča. 
Povišane vrednosti BCP v steklenicah z dodano pesticidno mešanico Cruiser OSR je 
tako mogoče pripisati dodatku pesticidne mešanice. Prav tako moramo reči, da so druga 
povišanja BCP, ki se razlikujejo od kontrol, posledica dodatka pesticidne mešanice. 
Vzrok kakršnega koli povišanja BCP je povišana vsebnost hranil v okolju, ki jih lahko 
heterotrofni organizmi uporabijo za svojo rast. Možnih razlogov za povišanje BCP po 
dodatku pesticidne mešanice je več. Pesticid lahko povzroči lizo nekaterih celic, kar zviša 
vsebnost hranil v vodi in posledično dvig BCP. Nekateri sevi so zmožni razgradnje 
pesticidov, torej jih lahko uporabijo kot vir hranil. Fuhrman in sod. (1988) so proučevali 
vpliv organoklornih pesticidov in poliaromatskih ogljikovodikov na bakterijsko populacijo 
s spremljanjem BCP z metodo vgradnje radioaktivnega timidina. Ugotovili so, da se je 
BCP kljub začetnemu znižanju zaradi strupenosti snovi v steklenicah z dodanimi 
spojinami hitro zvišala nad nivo kontrol. Avtorji pripisujejo ta pojav začetni selekciji 
znotraj bakterijske združbe za bakterije, odporne na toksične spojine. Vzrok za 
zakasnitev v uporabi dodanih spojin kot hranil bi lahko bil tudi čas, ki je potreben, da se 
v bakteriji inducirajo encimi, potrebni za razgradnjo teh spojin. Pesticidne mešanice 
uporabljene v našem eksperimentu so bile sestavljene iz več spojin skupaj s topilom, 
tako da reakcija bakterijske populacije ni bila posledica ene same aktivne spojine 
(imidakloprid, tiametoksam), temveč mešanice različnih spojin, koncentracij katerih 





Rezultati analiz vzorcev vode, vzetih v okviru diplomskega dela v Jernejevemu kanalu, 
niso pokazali obremenjenosti vodotoka z neonikotinoidnimi pesticidi. Vendar pa na 
podlagi teh rezultatov ni mogoče trditi, da Piranski zaliv z njimi ni obremenjen. Vnosi 
onesnaževal iz kmetijskih površin so namreč zelo odvisni od letnega časa, saj ima 
uporaba fitofarmacevtskih sredstev sezonski značaj, in od hidroloških pogojev, ki 
omogočajo transport onesnaževal v vodotoke in zaliv. Za boljšo oceno onesnaževanja 
zaliva s pesticidi bi bilo treba opraviti vzorčenje v obdobjih, ko pričakujemo največje 
spiranje iz kmetijskih površin, in na vseh treh vodotokih – Dragonji, Drnici in Jernejevem 
kanalu. 
Rezultati eksperimenta so pokazali, da sta tiametoksam in imidakloprid v morskem okolju 
obstojna. Njuna razgradnja je bila zelo počasna, opažen pa je bil pozitiven vpliv svetlobe 
na hitrost razgradnje. Meritve rasti bakterijske populacije so pokazale vpliv pesticidne 
mešanice na BCP. Pesticidni mešanici sta v obeh primerih pospešili rast bakterijske 
populacije in spremenili dinamiko rasti. Možnih razlogov za tako spremembo je več, za 
natančnejše razumevanje procesov pa bi bilo treba opraviti več analiz. Z merjenjem 
koncentracije vseh spojin v pesticidni mešanici bi lahko spremljali, katero so 
mikroorganizmi uporabili za hranilo, z analizo razgradnih produktov pa bi lahko sklepali 
na možne razgradne poti spojin, ki so potekale v eksperimentu. Za natančnejše 
razumevanje vpliva na bakterijsko populacijo bi se lahko opravile analize abundance 
fitoplanktona, štetja bakterijskih celic, koncentracije klorofila, še posebej zanimivi pa bili 
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